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論文内容の要旨 
【背景】アストロサイト（星状膠細胞）は，中枢神経系に局在するグリア細胞の 1つで
あり, 中枢神経の構造や機能維持に重要な役割を担っている．神経と血管の間に位置し，
イオンや化学伝達物質の授受や細胞外液の恒常性維持など多様な役割を果たしている．
特に, 血管の表面をアストロサイトの end feet（足突起）が覆っており，血液脳関門
（BBB）の構成要素として知られている．筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral
sclerosis : ALS) は上位及び下位運動ニューロンが死滅していく進行性の神経変性疾患
である． 進行が速く，発症後 3〜5年で呼吸筋麻痺により死亡することが知られている．
治療薬として，グルタミン酸放出抑制薬のリルゾールが進行を遅らせることで適用とな
っているが、根治可能な治療薬は未だに開発されていない．ALS は，その患者のうち
90%が孤発性，10%が家族性であることが知られている. 家族性 ALS の約 2 割で
superoxide dismutase 1 (SOD1) に変異が発見されている．多くの研究結果で，ALS
モデルマウス及び ALS 患者の脊髄でアストロサイトの活性化が報告されており，ミク
ログリアやアストロサイトの活性化が，ALSモデルマウスや ALS患者の運動ニューロ
ン死に積極的に関与していることも最近の研究でわかっている．また，ALS の病理学
的特徴の一つとして，神経系血管の損傷と ALSとの関連が報告されてきた．ALSを発
症したマウスや患者が神経系の血管障害を受けていることから，ALS が神経血管病
(neurovascular disease) としての一面を持つと考えられている．また，AQP4 は
glymphatic pathway と呼ばれる機構においての役割が報告されている．glymphatic
pathway は，グリア細胞（glia）を介する脳におけるリンパ流 (lymphatic) を表す造
語であり, AQP4を介したアストロサイトの水流動による組織間液の対流を表す．この
促進がβアミロイドのような毒性タンパクの排泄に関与することが報告されたことで，
近年注目が集まっている.  AQP4 ノックアウトマウスの脳及び脊髄では，この経路を
介した組織間液の対流が遅くなるという報告がある. アクアポリン 4（AQP4）は，ア
ストロサイト足突起に選択的に発現していることから，血液脳関門における水の移動に
関与している可能性が考えられている. これまでに,  ALSモデルマウス及びALS患者
でグリオーシスが,  ALS終期ラットモデルでアストロサイトの活性化及びAQP4の過
剰発現が報告されている.  ALSの血管病変とAQP4の過剰発現には何らかの因果関係
があると推測されるが，詳細はわかっていない. 本研究では最初に，ALSモデルマウス，
さらには ALS患者における AQP4の局在を確認することとした．また，アストロサイ
トの活性化が，AQP4 の局在変化に関与しているかどうか検討した．さらに，BBB 破
綻とAQP4発現変化との関与及びALS病態進行にAQP4がどのように関わっているの
か，さらに glymphatic pathwayにおける AQP4の機能と ALSとの関与を明らかにす
ることを目的とし，SOD1G93Aマウスと AQP4ノックアウトマウスを掛け合わせ，AQP4
を欠損した SOD1 G93Aマウスを作出して研究を進めた．
【実験手法】本研究では，まず ALSモデルマウス（SOD1G93A）の病態進行に伴う AQP4
発現変化について，脊髄切片免疫染色法により解析を行うとともに，ヒト ALS 患者脊
髄の AQP4発現変化も確認した．また，定量解析として，real time PCR法やWestern 
blot法を用いて病態期ごとの AQP4及び GFAPの遺伝子発現レベル，タンパク質レベ
ルで解析を行った．ALS モデルマウスにおける AQP4 局在異常の原因を解明するため
に， axotomy (軸索切断) や LPS腹腔内投与(1 mg/kg/day)，複数回の片側挫滅神経処
置（片側坐骨神経を 2週に 1回神経挫滅処理／4回行う）など様々な手法を用いて急性
及び慢性グリオーシスを起こさせ，AQP4局在変化を解析した．さらに，SOD1G93A マ
ウスと AQP4(-/-)マウスを掛け合わせ，AQP４を欠損した SOD1G93A マウス
（SOD1G93A ;AQP4(-/-)マウス）を作出し，プルシアンブルー染色や IgGを用いた BBB
破綻評価，さらに ALS の発症，生存期間の変化，筋力変化が SOD1G93Aマウスと比べ
てどのように変化するのか解析した．さらに glymphatic pathway（脳でのリンパ流）
における AQP4の機能と ALSとの関与を明らかにするため，ELISAによる毒性 SOD1
オリゴマーの定量を行った．ヒト組織サンプルは，国立病院機構まつもと医療センター
より供与された．ALSの診断は，El Escorial診断基準をもとになされ，すべての患者
において，インフォームドコンセントを得た．
【結果】ALSモデルマウスの病態進行に伴い，GFAP (アストロサイト活性化マーカー) 
の発現増加とともに，AQP4の局在異常が確認された. AQP4の局在は，野生型（WT）
では，血管に沿った局在が見られるのに対し，ALS の病態進行とともに，その局在は
乱れ，終期には脊髄全体に広がった染色像が確認された．前角・後角ともに局在異常が
見られたが，前角では ALS発症直後 120日にはすでに血管周囲から逸脱しているのに
対し，後角では 120 日，140 日においても AQP4 の血管周囲局在は保たれていること
から, ALS における運動ニューロン変性との関連が示唆された．AQP4 の局在異常は，
G93A以外のほかの ALSモデルマウス（SOD1変異 G85R及び loxG37Rマウス）でも
見られ，さらに，ALS 患者脊髄切片でも確認された．定量解析を行ってみたところ， 
AQP4，GFAP ともに mRNA 発現レベルが病態の進行に伴い上昇し, また、タンパク
質レベルでも AQP4及び GFAPの発現上昇が確認できた． 
次に，ALSにおける AQP4 の局在変化はグリオーシスに伴って起こる現象なのかを
明らかにするため，様々な生理学的手法で急性及び慢性グリオーシスを惹起させる処置
を行ったが，AQP4の局在は，急性及び慢性の実験的グリオーシス処置では変化がなか
った．このことから, ALSにおける AQP4の局在異常及び発現上昇は，単にグリオーシ
スに伴って起こるものではなく，ALS 病態特異的であり，運動ニューロン変性が関与
している可能性が示唆された．さらに，AQP4の局在変化が，ALSにおける BBB破綻
に影響を与えているのかを確認するため，AQP4 を欠損した ALS モデルマウス
（SOD1G93A;AQP4(-/-)）を作出し, BBBがどのように変化しているのか検討を行った．
プルシアンブルー染色による BBB破綻の評価では，SOD1G93Aマウスでは発症前の 60
日齢から発症後及び終期で BBB 破綻を表すブルースポット(ヘモシデリン漏出を反映
する )が観察され，発症前から破綻が起こっていることが観察された . 一方，
SOD1G93A;AQP4(-/-)マウスでは，全ての病期においてブルースポットは認められなかっ
た．免疫蛍光染色による IgGの漏出評価でも，SOD1G93Aマウスでは，ALS発症後及び
終期で IgG 漏出が認められたが，SOD1G93A;AQP4(-/-)マウスでは，全ての病期におい
て IgG の漏出はほとんど見られなかった．これらの結果より，AQP4 を欠損すると，
BBB破綻が軽減し、それに伴い ALSモデルマウスの発症遅延及び生存期間延長が期待
できるのではないかと仮定し，SOD1G93A，SOD1G93A;AQP4 (-/-)，SOD1G93A;AQP4 (+/-)
の 3 種類のマウスの発症及び生存期間及び筋力を測定した. その結果, 発症は，
SOD1G93Aマウスで平均 113.1日，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスで平均 104.3日となり，
その差は 8.8日となり，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスのほうが，SOD1G93Aマウスよりも
有意に発症が早まる結果となった．生存期間は SOD1G93A マウスは平均 164.6 日，
SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスは平均 157.7 日，その差は 6.9 日であり，生存期間も
SOD1G93Aと比較して SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスのほうが有意に早まるとの結果とな
った．一方で、SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスでは発症開始及び生存期間が同時に短縮し
たことから，罹患期間（発症後の生存期間）に差は見られなかった．病原性を獲得した
変異 SOD1（毒性 SOD1）のクリアランスが，AQP4を欠損させた ALSマウスではど
のように変化しているか確認するため，ELISAによる SOD1オリゴマー量測定を行な
った．SOD1G93A;AQP4(-/-)マウスの腰髄における可溶性 SOD1 オリゴマー量は，
SOD1G93Aマウスに比べ，60日齢で 17 %，120日齢で 22%，140日齢で 33 %高値であ
った．頸髄においても，可溶性 SOD1オリゴマー量は有意に増加していた. また，可溶
性ミスフォールドSOD1量もAQP4を欠損したマウスで有意に増加しており，一方で，
総可溶性 SOD1量は，SOD1G93A と SOD1G93A;AQP4-/-マウス間で同程度であった．以
上より, ALSの病態進行に伴い，SOD1G93A;AQP4(-/-)マウス脊髄で毒性 SOD1量は相対
的に増加することが示された．
【考察】本研究では，SOD1G93Aマウス及び ALS 患者組織で AQP4 の過剰発現がみら
れた．脊髄では，感覚入力を主とする後角よりも運動神経が存在する前角で，病期の早
い段階で AQP4 の局在異常が確認され，進行に伴いその度合いは増していた．また，
ALSにおけるAQP4の局在異常は，各種実験処置によるグリオーシス誘導に依存せず，
ALSの病態特異的に起こっていることが示された. マウスによる疾患モデルは，様々な
遺伝子変異マウスを掛け合わせることできる利点をもつ. 本研究でも AQP4 ノックア
ウトマウスと掛け合わせ，ALS における AQP4 の機能を解析するために用いた．
SOD1G93Aマウスと SOD1G93A;AQP4-/-マウスを用いて BBB破綻評価，発症及び生存期
間，筋力を比較した．本研究で使用した AQP4 ノックアウトマウスは，通常は野生型
マウスと寿命は変わらず，特に顕著な表現型は現れないことが知られている. まず，
SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは，BBB破綻が有意に抑制されていた．このため,  我々は
当初，SOD1G93A;AQP4-/-マウスは，SOD1G93Aマウスに比べて発症及び生存期間が延長
し，筋力低下も緩和されると仮説を立てた．しかし，驚くことに，SOD1G93Aマウスに
比べて SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは，発症及び生存期間は有意に短くなり，筋力低下
も早くなった．これらの結果より，SOD1G93A;AQP4-/-マウスにおける BBBの機能維持
は，ALS の発症や進行を遅らせるわけではないことが明らかとなった．この結果につ
いては，以下 2点の考察を行った．第一に，AQP4を欠損させると，急性水中毒（cytotoxic
edema）によるアストロサイトの膨張と脳水分量増加が緩徐になり，脳浮腫の程度が軽
度になることが報告されている．一方，AQP4ノックアウトマウスに vasogenic edema
を起こすと，水の排泄が遅延し，症状が悪化するという報告がある．これらの所見から，
AQP4は脳浮腫の初期段階では，その発生または進行に関与している可能性が高く，一
方で，脳浮腫の治癒過程にも関与している可能性が高い．詳細なメカニズムは立証され
ていないが，これらの報告より，我々の研究結果は，ALS における病態進行の状態は
vasogenic edemaに近い状態なのではないかと考えた．
第二に，BBB の破綻の結果としては，血管由来の神経毒性物質（フィブリノゲン，
トロンビン，ヘモグロビン，プラスミンなど）だけでなく，神経保護物質も脳に入って
くることになると考えられる．AQP4の欠損は，神経保護物質の流入も制限している可
能性がある．BBB の破綻は血管系の漏出及び膵臓から産生されるホルモン様物質
fibroblast growth factor 21 (FGF21) の流入をもたらし，この物質が脳や脊髄の神経回
路修復（髄鞘の修復など）に効果をもたらすという報告もある．BBB と末梢臓器由来
の神経保護物質の脳内流入との関連に興味が持たれる. 一方，本研究により glymphatic
pathway 機構における AQP4 の役割の重要性が示唆された． ELISA 法による毒性
SOD1 分子種（可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフォールド SOD1）の定量
結果では，AQP4を欠損した ALSモデルマウス脊髄で，総可溶性 SOD1量に影響を与
えることなく，これらの毒性 SOD1量の有意な増加が観察された． ALSにおいて病態
の進行とともに AQP4の局在が変化、過剰発現することは、毒性を獲得した SOD1オ
リゴマーのクリアランスを促進しようとすることへの代償作用なのではないかと推測
できる．本研究では、ALS病態を考える上で，BBBでの AQP4の役割および glymphatic
pathway での AQP4 の機能について，従来の考え方とは異なる新たな仮説を提供して
いる. ALSにおいては, BBBよりも glymphatic pathwayが重要な病態修飾因子となっ
ている可能性が示唆された．
【結論】本研究より，ALS マウス及び患者において，AQP4 の局在異常及び過剰発現
が確認された．AQP4 の局在異常・過剰発現は，グリオーシスに依存しない ALS 病態
特異的現象と考えられた．AQP4 欠損 ALS マウスを作出して解析を進めたところ，
AQP4欠損 ALSマウスでは，BBBの破綻が抑制されており，ALS病態において AQP4
が BBBの破綻に関与している可能性が示唆された．一方で，発症や生存期間は，AQP4
欠損 ALSマウスで有意に早まる結果となった．この相反する結果から，ALSにおける
BBB の破綻は, 従来の報告とは異なり, 病態加速因子とはならないことが明らかとな
った．一方，AQP4を欠損した ALSマウス脊髄で，毒性 SOD1分子種の脳内蓄積量は
有意に増加していたことから, AQP4が毒性 SOD1分子種のクリアランスに関与してい
ることが示唆された．近年注目される glymphatic pathway も含め，AQP4 による有
害タンパク質の除去に焦点をあてたより一層の研究進展が求められる．
論文審査結果の要旨
ALSでは病態初期から BBB破綻が認められ, これが ALS発症における主要な初期
病変の１つであるとの報告が従来なされて来た. この説は, 主として ALS モデルラッ
トおよび患者剖検組織標本での解析結果に基づいて積み上げられたものであった. 本
研究で申請者は, 広く ALS 研究者で使用されている ALS モデルマウス (SOD1G93Aマ
ウス)を用いて ALS と BBB 破綻の関連について解析を行った. 病態モデルとしてマウ
スを用いる利点は, 様々な遺伝子改変マウスとの掛け合わせにより, 病態発症への単一
遺伝子の効果を詳細に検討できることにある. 申請者は, BBBを構成する分子のうちで,
近年注目を集めている AQP4にフォーカスを絞った解析を行った. AQP4は脳・脊髄で
多量に発現するタイプの水チャネルであり、アストロサイトの足突起に高度に集積する
ことで脳・脊髄内外の水の異動を制御することが知られていた.
AQP4を欠損させた ALSモデルマウス (SOD1G93A;AQP4-/-マウス) では、従来の報
告通りに , BBB 破綻が軽度となることが確認された . 一方で , 予想に反し , 
SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは ALS病態の進行が加速する, という結果であった. 申請
者は, 従来の説との違いについて, ALS 病態では BBB 破綻よりも脳・脊髄における新
たに提唱されているリンパ流 (グリア細胞を介する脳リンパ流; glymphatic patway)の
重要であること指摘し, その機構に AQP4 が重要な役割を果たしていることを考察し
た. 申請者の実験結果と考察は, ALS 病態に新たな視点を提供し, 今後の治療法開発に
おいても重要な基盤を提供するものであると高く評価された. 
審査会において, ALS における BBB 破綻の病理像  (vasogenic edema なのか 
cytotoxic edemaなのか),  AQP4局在異常をもたらすメカニズム, などの質問があったが, 
応答は概ね妥当であった.  
以上より, 申請者は博士（薬学）の学位を授与されるに相応しいと判断した. 
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